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摘要：【目的】探讨植物发酵液提取物(plant fermentation extract，PFE)对铜绿假单胞菌生物膜的抑制作

用，为临床上铜绿假单胞菌感染相关疾病的治疗提供参考。【方法】通过划线法分离临床标本中的铜绿

假单胞菌并进行鉴定，通过报告菌株测定铜绿假单胞菌的毒力因子，采用试管法和激光共聚焦扫描显微

镜测定生物膜的形成。【结果】在分离出的16 株铜绿假单胞菌中，PFE对PA007菌株的作用效果最好，

1%PFE显著降低PA007菌株生物膜、绿脓菌素和N-(3-oxododecanoyl)-HSL(3-oxo-C12-HSL)的产量

(P<0.05)。同时，也显著降低LasA蛋白酶的活性以及持留菌存活率(P<0.05)。荧光定量PCR实验结果表明

PFE能显著抑制lasI和pqsA基因的表达(P<0.05)。【结论】PFE具有抗铜绿假单胞菌感染能力，在临床上

铜绿假单胞菌感染疾病的治疗中具有巨大的潜在价值。
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生物膜是一种基质膜包被的微生物聚合体，

它普遍存在于自然界和慢性疾病感染中。在生物

膜内，细菌高度分化，组织性强，菌间“交流”密

切[1]。研究发现细菌之间的“交流方式”-群体感应

(quorum-sensing，QS)在生物膜形成过程中发挥重

要作用。同时，在一些致病菌中QS还能调控毒力

因子的合成，危害人体健康[2]。生物膜内高密度

细菌还有利于菌间基因水平转移、代谢副产物的

共享以及信号转导。此外，菌群中还含有一个特

殊亚群-持留菌(persister cell)[3]，它们具有明显的

耐药性，生物膜能够保护持留菌免受免疫反应、

抗生素等的伤害，提供给持留菌一个安全的生存

环境[3–4]。所以，QS、生物膜以及持留菌通过一个

复杂的调节网络使杂乱的细菌具有较高的组织性

和协调性，提高细菌在极端条件(如抗生素、氧化

剂、干燥剂和宿主免疫反应等)下的生存能力[5–7]。

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是目

前研究QS、生物膜及持留菌的主要模式菌之一。

作为条件致病菌，铜绿假单胞菌能够引起心内膜

炎、肺炎及导管相关感染疾病，这在囊包性纤维

症和重度烧伤住院患者中尤为突出[8]。QS系统、

生物膜的形成以及持留菌的存在使得铜绿假单胞
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菌在一定程度上能够抵抗抗生素以及人体免疫反

应，威胁公众健康[1,4,9–10]。更重要的是，越来越多

的研究表明抗生素的使用增加细菌的耐药性并诱

导生物膜的形成[11]，这促使人们制定针对QS、生

物膜及持留菌的治疗新策略。近年来，有学者已

经研发出一些针对QS和生物膜的天然或合成抑制

剂[12]，这些化合物在控制细菌感染方面具有巨大

的潜能。此外，目前关于降低菌群中持留菌方法

的报道也越来越多[13–14]。但迄今为止，能够同时

抑制QS、生物膜和持留菌的物质还鲜有报道。

发酵饮品是通过益生菌将水果、蔬菜等进行

发酵后的产品，在抗氧化和美白等方面具有积极

作用[15–16]。PFE是由几十种水果和蔬菜等发酵而来

的液体，主要成分为多糖、寡糖、多酚、黄酮、

有机酸和生物碱等，且富含维生素、矿物质和氨

基酸，在中国、韩国和日本等国家和台湾地区深

受人们的喜爱[17–18]。特别在台湾地区，人民通常

通过饮用PFE来提高免疫力，甚至在感冒期间同

时服用抗生素和PFE，以达到快速治愈疾病的效

果。目前，科学研究已经发现PFE含有抗菌物

质，具有良好的抑菌作用 [ 1 9 ]。但不同厂家的

PFE的作用效果具有一定差异，因此，本文基于

已有研究基础，使用深圳市中科台富科技有限公

司的产品，基于铜绿假单胞菌研究PFE的抗QS、

抗生物膜以及抗持留菌作用。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    菌株：Chromobacteriumviolaceum CV026、
C. violaceum VIR07、Staphylococcus aureus subsp.
aureus  ATCC29213   (S .  aureu s )、大肠杆菌

(ATCC35150)、金黄色葡萄球菌(ATCC29213)和

沙门氏菌(ATCC14028)菌株均为本实验室保存，

菌株PA001-PA018为本课题从临床标本中分离出

的细菌(无PA005H和PA013)。临床标本中，尿液

标本(尿路感染患者来源) 2份，粪便标本(胃肠道

感染患者来源) 2份，痰标本(呼吸道感染患者来

源) 1份，耳拭子标本(耳部感染患者来源) 1份，伤

口拭子标本1份，脓肿拭子标本1份和烧伤拭子标

本1份，共9份。

1.1.2    主要试剂与仪器：植物发酵液(“古元真”酵

素，深圳市中科台富科技有限公司)；Spectra Max

M5分光光度计(Molecular Devices)；FilmTracer

LIVE/DEAD生物膜检测试剂盒(Invitrogen)；Leica

TCS SP5 激光共聚焦扫描显微镜 (Leica,Wetzlar，

Germany)；PCR试剂盒(TaKaRa)；其余试剂均为

国产分析纯试剂。

1.2    细菌的分离、筛选与鉴定

收集临床样本后，采用划线法在LB肉汤培养

皿中划线，挑选并纯化克隆，然后使用通用引物

27F和1492R进行PCR实验扩增16S rRNA，扩增完

成后进行测序，将测序结果与NCBI数据库进行

比对。

1.3    PFE对细菌增殖作用研究

划线法培养细菌，挑选单菌落接种于4 mL新
鲜培养基37 °C过夜培养后，调整Optical Density600
(OD600)至0.01，继续培养1 h，离心去上清，用含

不同浓度PFE的培养基调节OD600至0.1，培养一定

时间后，测定细菌数目。

1.4    生物膜测定实验

1.4.1    生物膜含量测定：参照Pratt等的实验方法[20]

并稍作修改。菌株在LB培养基37 °C培养15 h，离

心收集细菌，用新鲜LB培养基重悬后，调节

OD600至0.02。在试管中37 °C培养72 h后，收集菌

液并离心，上清液保存于–20 °C，用于高丝氨酸

内酯(Acyl-homoserine lactone，AHL)提取和毒力

因子测定。试管使用无菌水洗涤 2遍，加入

0.1%结晶紫溶液，室温孵育15 min，再洗涤2遍，

加入5 mL 95%的乙醇，待结晶紫溶解后，测定溶

液在595 nm处OD值。
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1.4.2    激光共聚焦扫描显微镜分析：细菌37 °C过

夜培养后，用新鲜培养基稀释至OD600约0.02，取

5 mL菌液到50 mL离心管中，同时在离心管中加

入无菌玻璃盖玻片，37 °C培养4 d。待生物膜形成

后，使用FilmTracer LIVE/DEAD Biofilm Viability

kit进行染色，通过Leica TCS SP5激光共聚焦扫描

显微镜进行扫描观察，使用LAS AF软件进行图像

处理。

1.5    毒力因子测定实验

1.5.1    绿脓毒素测定：准确吸取3 mL菌液上清，

加入3 mL氯仿，剧烈混匀后离心，吸取有机相，

加入0.2 mol/L HCl 600 μL，测定520 nm处OD值，

计算绿脓毒素浓度。

1.5.2    LasA蛋白酶活性测定：参照Kong等的实验

方法[21]，通过测定菌株裂解S. aureus的能力检测

LasA蛋白酶活性。首先，培养S. aureus并煮沸，

10000 r/min离心10 min后，弃上清，加入10 mmol/L
Na2HPO4 (pH 4.5)，调节OD600至0.8，取900 μL与
100 μL铜绿假单胞菌上清液混合，测定培养一定

时间后OD600值，以1h内OD600数值的平均变化值

计算LasA蛋白酶活性。(3) 鼠李糖脂测定鼠李糖脂

的测定参照Pearson等[22]的实验方法。吸取333 μL
的PA007菌液上清，加入乙醚提取3次后，吹干，

加入0.5 mL的ddH2O，取100 μL加入900 μL的地衣

酚溶液，80   °C孵育30  m in，测定421   nm处

OD值，计算鼠李糖脂浓度。

1.6    AHL的提取与活性测定

收集过夜培养细菌，调节OD600至0.02，37 °C静

置培养72 h后离心，收集上清，取5 mL加入酸化

乙酸乙酯提取AHL，重复2次后进行浓缩，再次加

入2  mL酸化乙酸乙酯，取300  μL加入50  μL

ddH2O，用于AHL活性分析实验。N-butyryl-HSL

(C4-HSL)和3-oxo-C12-HSL信号分子的检测使用

Chromobacterium violaceum CV026 或C. violaceum
VIR07报告菌株，各信号分子分别通过报告平板

法测定。

1.7    持留菌活力测定

持留菌的活力通过测定抗生素处理后的细菌

数进行评价[23]。细菌过夜培养后，用含有葡萄糖

(阴性对照组)[13]或PFE (处理组)的新鲜LB肉汤培养

基调节OD600至0.005，培养24 h，加入庆大霉素

(1–5 μg/mL)继续培养3 h，离心弃上清，用新鲜

LB肉汤培养基重悬细菌，进行持留菌计数。

1.8    统计分析

采用SPSS 13.0统计软件进行统计分析，采用

t检验，α=0.05为检验水准，P<0.05为有统计学

意义。

2.    结果和分析

2.1    临床铜绿假单胞菌的分离、筛选及鉴定

本研究共从临床样本中分离纯化出18株细

菌，16S rRNA测序和序列比对分析发现，其中

16株属于铜绿假单胞菌，其进化关系见图1。经

AHL含量测定、生物膜分析及绿脓菌素活性实

验，8株细菌具有明显的AHL合成活性，6株具有

较高的绿脓菌素合成能力，15株能够形成良好的

生物膜(数据未列出)。由于PA007菌株不仅能够合

成C4-HSL和3-oxo-C12-HSL，还能够形成稳定的

生物膜、产生绿脓菌素，经综合分析后，我们选

择PA007菌株作为后续实验菌株。

2.2    PFE 对细菌增殖作用研究

不同浓度PFE  (1%，2%，5%，10%)  对

PA007菌株的生长有不同的影响。在低浓度(1%)

时，PFE具有促进PA007菌株增殖的趋势。但当

PFE达到10%时，PA007菌株基本停止生长(图2)。

为了进一步研究PFE在高浓度下是否对细菌具有

广谱性作用，我们又研究了50%PFE对大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的作用，结果发现在

培养30 min后，PFE的抑菌效果达到99%以上，培

养2 h后，PFE的抑菌效果达到100% (表1)。
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2.3    PFE 抑制生物膜的形成

试管培养法实验表明在1%的PFE浓度下培养

48 h后，PA007菌株形成的生物膜与对照组相比降

低了44.2%。96 h后，PA007形成的生物膜进一步

降低，达到62.7% (图3)。此外，在培养48 h和

96 h的试管中，可以明显观察到生物膜的脱落。

这表明PFE不仅能够抑制生物膜的形成，还在促

进生物膜游离方面具有重要作用。同时，为了检

图 1.  临床分离铜绿假单胞菌16S rRNA的进化关系图

Figure 1.  Neighbor-Joining tree of the 16S rRNA sequences obtained from P. aeruginosa strains. For phylogenetic
analysis, 9 type strains of P. aeruginosa and 16 isolated were used. The numbers in tree stand for evolutionary
distance and in brackets stand for NCBI ID number, respectively.

图 2.  PFE对PA007菌株的增殖抑制作用

Figure 2.  PFE inhibits the growth of PA007 strain.
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测PFE是否具有广谱性，我们还研究了PFE对其他

15株铜绿假单胞菌生物膜的影响，结果发现

PFE能明显抑制其中13株菌的生物膜形成(图4)，

提示PFE对临床分离的铜绿假单胞菌生物膜的形

成具有广泛抑制作用。

我们进一步使用CLSM研究了PFE作用后PA007

菌株的生物膜三维结构，发现随着PFE浓度的增

加，生物膜厚度和结构特征发生明显变化。在1%

PFE浓度下，PA007菌株呈现生物膜减少且多数细

胞稀释分散现象，而在无PFE时，PA007菌株生物

表1.  PFE对细菌的增殖抑制作用

Table 1.  The inhibitory effects of PFE on bacteria

Strains Bacteria number/(CFU/mL) t/min Inhibition rate/%

P. aeruginosa (isolated) 8.1 × 108 30 99.999

E. coli (ATCC35150) 6.3 × 108 30 99.999

Staphylococcus aureus (ATCC29213) 7.2 × 108 30 99.999

Salmonella (ATCC14028) 5.5 × 108 30 99.999

P. aeruginosa (isolated) 7.5 × 108 120 100.000

E. coli (ATCC35150) 6.9 × 108 120 100.000

Staphylococcus aureus (ATCC29213) 6.3 × 108 120 100.000

Salmonella (ATCC14028) 4.5 × 108 120 100.000

图 3.  PFE抑制PA007菌株生物膜的形成

Figure 3.  PFE suppress the biofilm formation of PA007 strain. A: image for biofilm formed on the glass tubes; B:
quantified biofilm attachment; C: biofilm formed without PFE; D: biofilm formed in LB with 1% PFE. *: P<0.05.
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膜呈现成熟的多细胞层密集堆积状态 (图3)，说明

PFE影响PA007生物膜的强度和结构。

2.4    PFE 对毒力因子产生的影响

在生物膜形成实验中，PFE明显降低PA007菌

株反应的蓝绿色程度，这提示PA007菌株中绿脓

菌素的合成可能被PFE所抑制。为了进一步确定

PFE抑制绿脓菌素合成作用，我们测定了培养

96 h后的PA007菌液中绿脓菌素含量，结果发现，

与对照组相比，1% PFE的PA007菌株中绿脓菌素

的含量减少了68.7%。同时，在相同PFE浓度作用

下，LasA蛋白酶的活性降低了45.5%，然而鼠李

糖脂的含量无显著变化(图5)。

2.5    PFE 对 QS 系统的影响

生物膜的形成通常是由QS系统调控，为了深

图 4.  PFE抑制临床分离的铜绿假单胞菌的生物膜形成

Figure 4.  PFE suppress the biofilm formation of clinical isolated P. aeruginosa. The biofilm formations of 13 strains
clinical isolated P. aeruginosa (except PA002, PA006 and PA010) were significantly suppressed by PFE.

图 5.  PFE对PA007菌株毒力因子合成的影响

Figure 5.  Inhibit effects of PFE on virulence factors production in PA007 strain. A: pyocyanin produced in the culture
medium; B: qualified pyocyanin production; C: LasA protease activity; D: rhamnolipid content. *: P<0.05.
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入了解PFE对PA007菌株生物膜形成的作用，我们

研究了PFE对QS系统的影响。QS系统代表性类型

有3种：Las、Rhl和AHQ。C4-HSL和3-oxo-C12-
HSL分别是Rhl和Las系统的信号分子，而PQS则
是AHQ系统的代表性信号分子。我们通过报告菌

株C. violaceum CV026 和VIR07测定了1% PFE浓
度下PA007菌株合成的C4-HSL和3-oxo-C12-
HSL含量，结果发现与对照组相比PA007菌株的3-
oxo-C12-HSL产量降低了55%，而C4-HSL含量无

显著变化(图6)，这可能是由于PA007菌株中3-
oxo-C12-HSL合成相关基因的表达受PFE抑制导致的，

为此，我们使用qRT-PCR检测了lasI、rhlI和pqsA
基因的表达，发现PFE能够显著抑制lasI和pqsA基

因的表达，分别达3.7和4.5 倍 (P<0.05，表2)。

2.6    PFE 增强抗生素对持留菌作用

持留菌是指细菌受到不利条件(如抗生素等)

刺激后形成的准休眠表型变异的细菌，它们在生

物膜中含量高，被认为是抗生素治疗后感染复发

的基础[3,24]。我们研究发现PFE能够抑制抗生素预

处理的持留菌的生长。与对照组相比，葡萄糖和

PFE均能降低持留菌的存活率，但PFE效果更明

显，降低存活率约1000倍(图7)。

3    讨论

细菌在生长、增殖过程中经常遭遇到极端环

境，如氧化应激、抗生素或辐射等。为了适应这

些环境，细菌形成了一系列的应对策略。形成生

物膜、QS系统和顽固化是常见的3 种方式，它们

能够调节细菌自身，甚至改变内环境以便更好的

生存[2,10,20]。当不利条件出现后，细菌间能够通过

QS系统传递信息，建立壁垒(生物膜)并进行顽固

化来适应不利条件，达到生存下去的目的。目

前，已经有一些QS抑制剂或抗生物膜化合物被开

发出来，但能够像PFE一样同时具有抗生物膜、

抗QS系统和抗持留菌的物质仍鲜有报道。

本研究结果表明PFE在抗生物膜方面具有重

要作用，1% PFE处理48 h后，PA007的生物膜降

低了40%以上，而96 h后进一步增加到60%以上。

在抗QS系统方面，PFE能够显著降低3-oxo-C12-

图 6.  PFE对PA007菌株AHLs合成的影响

Figure 6.  Inhibit effects of PFE on AHLs production in
PA007 strain. *: P<0.05.

表2.  PFE对PA007菌株QS相关基因表达的影响

Table 2.  PFE affect QS related gene expression of
PA007 strain

Gene name Primer Fold change

rhll F: 5′-GCTCTCTGAATCGCTGGA-3′
R: 5′-TCACACCGCCATCGACAG-3′ –0.8 ± 0.5

lasl F: 5′-TCGGCGCGAAGAGTTCGA-3′
R: 5′-TCATGAAACCGCCAGTCG-3′ –3.7 ± 0.3 

*

pqsA F: 5′-CTCTCAGCCGGCTGCAAT-3′
R: 5′-GCACCAACAGCACGCCTT-3′ –4.5 ± 0.5 

*

图 7.  PFE增强庆大霉素对PA007菌株持留菌的抑制作用

Figure 7.    PFE enhance ant ibacter ia l  effect  of
gentamicin on persister cells in PA007 strain. Glu:
glucose. *: P<0.05.
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HSL的含量，说明PFE能抑制PA007菌间的“交

流”。此外，PFE与对照组相比，能够强力清除持

留菌(达1000倍)，提示PFE与庆大霉素具有良好的

协同效应，具有潜在的临床应用价值。

PFE是一种复杂的混合物，因此其对铜绿假

单胞菌的作用机制也较为复杂。已有研究表明

Las系统对于生物膜的成熟和分化至关重要，而

PQS则参与生物膜基质形成 [ 2 ]，我们通过定量

PCR实验发现PFE作用后PA007菌株的 lasI和
pqsA基因表达明显受到抑制，提示PFE可能通过

调控QS系统关键基因的表达发挥作用。此外，

PFE还可能含有能清除持留菌的活性物质，如发

酵寡糖、单糖等。目前已有关于PFE分离的糖类

能够选择性的被益生菌利用，而不能被非益生菌

利用的报道[25]。

总之，PFE在抗生物膜、抗QS以及抗持留菌

方面具有积极作用，在治疗铜绿假单胞菌相关感

染疾病中具有巨大潜力，但其机制尚不十分清

楚，仍需进一步的研究。
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Effects of plant fermentation extract (PFE) on biofilms of
Pseudomonas aeruginosa
Binbin Wu, Wenzhao Wang, Xiaoqing Yan, Hongyun Chen, Chunhua Liu,
Yonglong Pan, Yan Liang*

Laboratory for Food Safety and Environmental Technology, Shenzhen Institutes of Advanced Technology, Chinese Academy of
Sciences, Shenzhen 518055, Guangdong Province, China

Abstract: [Objective] We studied the effects of a plant fermentation extract on destroying biofilms of P. aeruginosa,
to provide basic information for treatment of P. aeruginosa related infection diseases. [Methods] Strains of P.
aeruginosa in clinical specimens were isolated by streaking plate method and identified by PCR and sequencing.
Virulence factors were examined using reporter strains, and biofilms were measured by test tube method and a
confocal laser scanning microscopy. [Results] A total of 16 strains of P. aeruginosa were isolated from clinical
specimens from a local hospital, among them PA007 strain showed a maximum response when treated with plant
fermentation extract. It shows that 1% plant fermentation extract significantly reduced the production of biofilm,
pyocyanine and 3-oxo-C12-HSL (P<0.05). Besides, 1% plant fermentation extract also deceased the bioactivity of
LasA protease and survival rate of persisters (P<0.05). The qRT-PCR result indicated that the expressions of lasI and
pqsA genes were also markedly inhibited at the presence of 1% plant fermentation extract (P<0.05). [Conclusion] The
studied plant fermentation extract has anti-infection effect against some P. aeruginosa strains, suggesting a great
potential to work as natural antibiotics.

Keywords: plant fermentation extract (PFE), Pseudomonas aeruginosa, biofilm, quorum-sensing (QS), persister cell
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